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摘要 :目的 探讨 孕 14~15 d 胎 鼠 中 脑 来 源 神经 干细胞 AmNSCs) 被 胶 质 源 性 神经 营养 因子 (GDNF) 基 因 修 饰 并 移植 于 帕 金 森 病 
模型 大 鼠 纹 状 体 区 的 治疗 作用 。 方 法 取 孕 14~15 d 胎 鼠 解剖 显微镜 下 分 离 中 脑 腹 侧 组 织 进 行 mNSCs 培 养 ,培养 5 d 后 行 GFP/ 
GDNEF 基 因 修 饰 。PD 大 鼠 模型 的 建立 参照 大 鼠 脑 立体 定向 图 谱 , 立 体 定 向 中 脑 背 盖 腹 侧 区 ,内侧 前 脑 束 注射 6- 羟 多 巴 胶 。 将 
PD 大 鼠 随 机 分 组 ,将 基因 修饰 的 干细胞 以 及 无 基因 修饰 干细胞 移植 到 帕 金 森 病 大 鼠 纹 状 体 区 ,建立 空白 mNSCs(PBS 蔡 代 ) 移 
植 组 .GFP 基 因 修 饰 mNSCs 移 植 组 .GDNF 基 因 修 饰 mNSCs 移 植 组 3 个 实验 组 。 移 植 细胞 前 后 进行 行为 学 评估 ,以 腹腔 注射 阿 
朴 吗啡 ,APO 0.5 mg/kg) 诱 导 PD 大 鼠 旋 转圈 数 作为 细胞 移植 的 治疗 作用 评估 手段 。 免 疫 菊 光 组 织 化 学 鉴定 移植 细胞 存活 XE 
移 和 分 化 。 结 果 GDNEF 基 因 修 饰 神经 干细胞 移植 组 较 对 照 组 和 GEFP 基 因 修饰 神经 干细胞 移植 组 有 明显 的 行为 改善 ;移植 56 d 
后 ,GDNEF 基 因 修 饰 mNSCs 移 植 组 较 其 他 两 组 检测 到 更 多 细胞 存活 ,向 多 巴 胺 能 神经 元 分 化 较 其 他 两 组 都 有 增加 趋势 。 结论 
GDNEF 基 因 修 饰 mNSCs 移 植 可 显著 改善 PD 大 鼠 的 运动 障碍 ,其 分 子 机 制 有 竺 进一步 研究 。 

关键 词 :中 脑 神 经 干细胞 ; 胶 质 细胞 源 性 神经 营养 因子 ; 帕 金 森 病 ; 移 植 ; 大 鼠 
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Abstract: Objective To evaluate the therapeutic effect of transplantation of mesencephalic neural stem cells (mNSCs) 
genetically modified by glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) gene in a rat model of Parkinson disease. Methods 
mNSCSs isolated from the lateral component of the midbrain of fetal rats at gestational age of 14 or 15 days were cultured for 5 
days before genetic modification with GFP or GDNF gene. Rat models of Parkinson disease established by stereotactic 
injection of 6-hydroxy dopamine in the ventral area of the midbrain and the medial forebrain bundle were randomized into 3 
groups to receive PBS injection, GFP gene-modified mNSCSs transplantation, or GDNF gene-modified mNSCSs transplantation 
into the right stratum. The behavioral changes of the rats were evaluated by observing rotations induced by intraperitoneal 
injection of apomorphine after the transplantation, and the survival, migration and differentiation of the transplanted cells 
were identified by immunohistochemistry. Results Transplantation with GDNF gene-modified mNSCs significantly improved 
the behavioral abnormalities of the rat models as compared with PBS injection and GFP gene-modified mNSCs 
transplantation. At 56 days after the transplantation, a greater number of the transplanted cells survived in the rat brain and 
more differentiated dopaminergic neurons were detected in GDNF gene-modified mNSCS transplantation group than in GFP 
gene-modified mNSCSs transplantation group. Conclusion GDNF gene-modified mNSCs transplantation can significantly 
improve dyskinesia in rat models of Parkinson disease, but the molecular mechanism needs further clarification. 
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帕 金森 病 (PD) 是 一 种 仅 次 于 阿尔 奖 海 默 病 与 年 龄 
相关 的 神经 退行 性 疾病 ,1817 年 英国 医生 Parkinson 首 
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次 提出 ,发 病原 因 及 发 病 机 制 目前 仍 不 清楚 。 随 着 老 
龄 化 社会 的 到 来 ,发 病 率 呈 逐年 递增 ,我国 每 年 将 近 有 
10 万 以 上 的 新 发 病人 ,多 见于 50~65 岁 ,平均 年 龄 55 
岁 ,居民 发 病 率 约 为 1%~25%55。 病 理学 研究 表明 ,PD 与 
黑 质 纹 状 体内 多 巴 胺 能 神经 元 丧失 ,多巴胺 减少 而 产生 
运动 功能 障碍 ,运动 迟缓 , 肌 强 直 等 症状 ,以 及 路 易 小 体 
的 形成 ,目前 尚 不 能 根治 光 。 目 前 主要 的 治疗 手段 有 : 
药物 治疗 如 抗 胆 碱 能 药物 . 抗 组 胶 药 物 .左旋 多 巴 胶 替 
代 治 疗 等 ;外 科 手 术 治疗 如 立体 定向 神经 核 团 损毁 、 脑 
深部 电 刺激 术 等 。 然 而 药物 治疗 存在 各 种 缺陷 及 较 多 
毒 副作用 ,外 科 手 术 治 疗 手术 要 求 高 , 术 后 并 发 症 多 , 量 
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两 者 均 不 能 阻碍 疾病 发 展 *%。 干 细胞 移植 成 为 神经 退 
行 性 疾病 的 一 个 训 新 的 治疗 手段 , 随 着 干细胞 治疗 之 渐 
应 用 于 临床 治疗 , 且 取 得 较 好 的 疗效 " ,各 种 治疗 手段 均 
有 利 熔 , 但 是 目前 神经 十 细胞 移植 治疗 是 最 具 前 景 的 治 
疗 方法 ,能 够 从 根源 解决 问题 。 神 经 干细胞 是 最 具 潜 力 
的 基因 工程 细胞 ,NSCs 是 神经 系统 中 的 前 体 细胞 ,有 较 
强 的 增殖 分 化 能 力 .整合 宿主 体内 较 容 易 ,不 容易 发 生 
免疫 排斥 反应 ,基因 修饰 敏感 ,不 易 成 瘤 等 特点 ,被 认为 
是 一 种 理想 的 基因 导入 细胞 的 载体 。 是 干细胞 治疗 理 
想 的 首选 细胞 之 一 s% 。NSCs 存 活 .增殖 .迁移 .分 化 受 
复杂 的 内 外 源 性 环境 条 件 因素 影响 中。 向 多 巴 胺 神经 
元 分 化 的 细胞 仅 占 2%~8% ,体内 移植 实验 mNSCs 向 
DA 分 化 也 极 少 。 干 细胞 诸多 优点 ,但 是 需要 保证 移植 
后 定植 存活 ,分 化 ,那么 我 们 就 需要 为 干细胞 生存 提供 
良好 的 微 环境 ,打破 单纯 细胞 移植 的 局 限 ,一 方面 改善 
微 环境 , 即 niche, 尽 可 能 的 保证 多 的 神经 干细胞 能 够 定 
植 存活 ,提高 移植 存活 率 , 男 一 方面 提高 神经 干细胞 分 
化 为 多 巴 胺 能 神经 元 的 数量 。GDNF 是 胶 质 细胞 源 性 
生长 因子 ,维持 了 神经 元 生长 分 化 的 良好 微 环境 ,并 对 
多 巴 胺 (DA) 能 神经 元 具有 特异 性 的 营养 .支持 ,保护 和 
损伤 修复 作用 "。 另 外 随 着 分 子 细胞 生物 学 技术 的 发 
展 ,基因 治疗 为 解决 GDNF 如 何以 载体 方式 导入 宿主 特 
定 革 位 提供 了 男 一 有 效 途径 "”。 本 研究 拟 主要 探讨 神 
经 十 细胞 被 基因 (GDNF) 修 饰 后 移植 治疗 PD 大 鼠 模 型 
的 作用 ,观察 大 鼠 行 为 学 变化 ,神经 干细胞 存活 数量 ,分 
化 为 多 巴 胺 能 神经 元 数量 的 变化 ,提供 实验 有 效 性 
依据 *"。 为 进一步 临床 应 用 提供 干细胞 研究 基础 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 实验 动物 与 细胞 WEE Sprague-Dawley X BUM FH 
湖南 斯 莱克 景 达 实验 动物 有 限 公司 , 许 可 证 号 :SCXK 
( 湘 )2011-0003)。 同 批 次 青春 期 SD 上 肉 性 大 鼠 与 梭 性 大 
鼠 合 笼 受 孕 ,细胞 取 自 孕 14~15 d 胎 鼠 中 脑膜 侧 原 代 神 
经 干细胞 培养 。 

1.1.2 主要 试剂 及 实验 仪器 DMEM/F12、.HBSS 购 自 
HyClone;L- 谷 氮 酰 胶 (200 mmol/L) | S5 5&5 zx Á BI; 
N: Supplement(100X) EGF 储 存 液 (20 ug/mL) bFGF 储 
存 液 (20 ug/mL) 购 自 Peprotech; B27 购 自 Invitrogen; 
D- 葡 萄 糖 储存 液 37% ) 购 自 大 连 美 仑 公司 ;Triton 
X-100 购 自 Amresco;DAPI 购 自得 云天 公司 ;山羊 血清 
I FI M SERRA F; PBS 购 自 Thermo, GFAP 
polyclonal Antibody, Nestin polyclonal Antibody, TH 


rabbit polyclonal IgG, Alex-Fluor 594-conjugated Goat 
Anti-Rabbit IgG, FITC-Goat Anti-Rabbit IgG 购 Fl 
Protei-ntech; 细 胞 培养 箱 ,高 速 离心 机 (Thermo) ;微量 


H FÉ kr (Eppendorf) ; 手术 显微镜 、 殉 光 显 微 镜 
(Olympus); 超 净 工 作 台 (Hitachi)。 

1.2 方法 

1.2.1 原 代 NSCs 培 养 2% 戊 巴 比 受 钠 (0.6 mL/100 g) 
腹腔 注射 麻醉 孕 14~15 d 的 SD 大 鼠 , 取 出 胎 鼠 Hanks 溶 
液 漂洗 两 次 ,无 菌 条 件 下 显 微 解剖 分 离 胎 鼠 腹 侧 中 脑 组 
织 ;将 组 织 前 碎 <1 mm, 加 入 NSCs 完 全 培养 液 ,火焰 抛 
光 吸 管 吹 打 后 ,经 200 目 滤 网 过 滤 , 制 成 单 细胞 悬 液 , 离 
心 收集 细胞 (1200 wmin,5 min) , 按 2x10* 个 /mL 的 细胞 
密度 接种 于 培养 瓶 ,37 % .5% CO, 培 养 箱 中 培养 ,每 天 
观察 细胞 生长 情况 ,3~4 d 半 量 换 液 。 

1.2.2 GFP/GDNF X I 44-4 K FEE Ae mNSCSs 的 建立 
参考 我 们 的 方法 “9 ,建立 培养 的 大 鼠 豚 胎 mNSCs 经 基 
因 修 饰 。 大 鼠 GDNEF 基 因由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服 
务 有 限 公司 全 基因 合成 ,pCDH-MCS-T2A-copGFP- 
MSCV 慢 病毒 系统 载体 购 于 Biovector, 由 生 工 提供 技 
术 服 务 。 我 们 摸索 的 感染 复数 MOI 为 5, 取 0.4 ug 上述 
质粒 用 无 血清 培养 基 稀 释 至 60 pL, 加 入 Attractene 
Transfection 高 效 转 染 试剂 (Qiagen)1.5 uL 充分 混 匀 ， 
静 置 15 min, 将 混合 液 小 心 滴 入 神经 干细胞 中 (1x10’ 
个 ) ,细胞 继续 培养 至 48 h 收 获 。 

1.2.3 Æ ZPD AKIRA (KIEK F George Paxinos 
& Charles Watson 图 谱 ( 第 六 版 ) ,选取 260~280 g(279+ 
16.7) 雄 性 SD 大 鼠 2% 戊 巴 比 妥 钠 (0.6 mL/100 g) 腹 腔 
注射 麻醉 ,麻醉 成 功 后 于 大 鼠 脑 立体 定向 仪 正 确 固 
定 , 切 开头 皮 , 保 持 前 四 后 四 在 同一 水 平 。 参 照 大 鼠 脑 
立体 定位 图 ,以 右 侧 前 脑 内 侧 束 MFB(A/P:-3.6 mm;L:+ 
2.0 mm;V:-9.0 mm) 及 腹 侧 被 盖 区 VTA(A/P:-6.0 mm; 
L:40.5 mm;V:-8.0 mm) 作 为 立体 定向 注射 丢 点 ,向 靶 
点 进 针 注入 4 uL 6-OHDA(3 hg/hL) ,以 1 ALAmin 缓 慢 
注入 ,注射 完毕 停留 微量 进 样 器 6 min ,最 后 再 缓慢 退出 
针头 。 术 后 7 d, 开 始 诱导 大 鼠 向 左 侧 旋转 ,腹腔 注射 
APO(0.5 mg/kg)10 min 后 开始 记录 旋转 圈 数 ,每 只 计 
时 30 min, 以 后 每 7 d 1 次 ,连续 测试 6 次 。 以 向 左 侧 旋转 
圈 数 大 于 或 等 于 7 圈 /min 的 大 鼠 作 为 PD 建 模 成 功 的 大 鼠 。 
1.2.4 细胞 移植 选取 PD 建 模 成 功 的 大 鼠 36 只 并 随机 
分 为 3 组 ,12 只 /组 :对 照 组 (等 体积 PBS);@ mNSCs 
Z GFP 基因 修 饰 移植 组 ;(3) mNSCs 2$ GDNF 基因 修饰 
移植 组 。 移 植 前 以 1200 wmin 离 心 收集 细胞 ,以 10YymL 
(最 终 将 细胞 浓缩 成 10910 pL) 细 胞 密度 注射 。 细 胞 
准备 好 后 ,PD 大 鼠 腹 腔 注 射 2% 戊 巴 比 妥 钠 (0.6 mL/ 
100 g) 麻 醇 , 待 麻醉 成 功 ,固定 于 立体 定向 仪 ,于 右 侧 纹 
状 体 (A/P:+0.5 mm;L:+3.0 mm;V:-5.0 mm) 用 微量 注 
射 器 注入 5x10; 个 细胞 (5 nL)。 细 胞 移植 不 同 的 时 间 点 
诱导 大 鼠 旋 转 , 分 别 为 14、28、42、56 d, 腹 腔 注射 APO 
(0.5 mg/kg) 诱 发 大 鼠 旋 转行 为 ,同样 在 10 min 后 观察 
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大 鼠 旋 转行 为 并 计数 30 min; 

1.2.5 移植 细胞 的 存活 、 迁 移 和 分 化 荧光 显微镜 观察 
(1) 取 材 : 细 胞 移植 8 周 后 灌注 取材 , 按 常 规 麻醉 剂量 麻 
醉 大 鼠 , 待 麻醉 成 功 后 , 开 胸 穿刺 左 心室 剪 开 右 心 耳 ,以 
生理 盐水 灌注 冲 净 血 液 ,4% 多 聚 甲醛 固定 30 min, H 
6-8 h, 最 后 不 同 浓度 蔗糖 洲 液 梯度 脱水 (20% ,35%， 
4596,5596) , 沉 底 后 OCT 包 埋 剂 包 埋 ,速冻 , 右 侧 纹 状 体 
附近 作 冰 冻 切 片 ( 片 厚 10 um); (2) ARER JEH RAE 
^F : PBS TRUE. A00 R PEENE 0.396 TritonX- 100 EF 
20 min,10% 血 清 室温 封闭 30 min, 加 一 抗 过 夜 (各 抗体 
浓度 :nestin( 梨 和 蛋白) 抗体 (1:200) THOK ARIE) 
抗体 (1:200) .GFAP 抗 体 (1:100) ,PBS 漂洗 3x5 min 
Ji DC FITC, 5941: 10008828 30-45 min, PBS 漂洗 
3x5 min, DAPI(1: 500) £z ( nf 3€ ) , 封 片 等 处 理 后 照 
相 ;(3) 细 胞 计数 :以 细胞 移植 点 为 中 心 连续 5 张 切片 , 计 
算 每 只 动物 该 5 张 切片 在 100 倍 视野 下 GFP(+) 细 胞 计 
数 ,GFP 分 别 与 nestin TH GFAP 双 染 (+) 细 胞 数 ,还 有 
nestin(+),TH(+),GFAP(+) 细 胞 数 。 

1.2.6 数据 统计 学 处 理 SPSS 17.0 作 统计 处 理 , 数 据 以 
均 数 + 标准 差 表 示 , 统 计 学 检验 方法 用 单 因素 方差 分 析 ， 
P«0.05 表明 存在 统计 学 意义 ,基因 修饰 干细胞 细胞 移 
植 有 一 定 治疗 作用 。 


2 结果 
2. PD 大 和 所 模型 


表 2 细胞 移植 后 APO 诱 导 PD 大 鼠 旋 转行 为 评分 


260-280 g SD KRAE MEIAS EZ o 
术 后 观察 5~10 d 后 部 分 大 鼠 开始 出 现 运动 迟缓 , 尾 高 
HEE 身体 偏 任 。 术 后 7 d 开 始 ,腹腔 注射 APO 可 诱 
导向 健 侧 ( 左 侧 ) 旋 转行 为 。 随 时 间 点 后 移 ,向 左 侧 旋转 
的 大 鼠 数量 增加 ,每 min 旋 转圈 数 有 明显 增多 。 至 术 后 
6 周 模型 成 功 数量 及 转圈 次 数 稳定 ,以 每 分 钟 向 左 侧 旋 
转 次 数 =7 圈 作为 PD 模型 成 功 大 鼠 ( 表 1)。 


表 1 术 后 腹腔 注射 阿 朴 吗啡 诱导 大 鼠 旋转 行为 学 评分 
Tab.1 Apomorphine-induced rotational behavior scores in the 
rats after cell transplantation 


Postoperative Rotational rat numbe Average rotation 
time ( Week) r(>7 r/min) (r/min) 

1 9 6119.091 
2 22 68.048+20.014 
3 38 70.818+23.907 
4 39 79.545+21.034 
5 40 85.014+15.016 
6 40 87.051+13.214 


2.2 细胞 移植 后 的 行为 学 评估 

用 细胞 移植 前 后 旋转 次 数 相 对 值 比较 移植 前 后 的 
行为 学 变化 ,两 个 移植 组 PD 大 鼠 旋转 行为 次 数 评分 比 
对 照 组 有 改善 ,有 统计 学 差异 (P<0.01) ,GDNF 基因 修 
饰 NSCs 组 较 其 他 两 组 有 统计 学 差异 ( 表 2)。 


Tab.2 Induced rotational behavior of the PD rat models after cell transplantation 


Time after cell transplantation (week) 


Group 

2 6 8 
Control( PBS ) 1.081+0.023 1.094+0.021 1.197+0.023 1.398+0.032 
GFP-NSCs 0.79230.012* 0.75740.009* 0.76340.015* 0.79630.011* 
GDNF-NSCs 0.701+0.009*4 0.619+0.008*4 0.607+0.010*4 0.522+0.012*4 


*P<0.01 vs control group; <P<0.01 vs GFP-NSCs group. 


2.3 荧光 显微镜 观察 

严 光 显微镜 下 观察 各 组 移植 细胞 存活 、 迁 移 情 况 ， 
细胞 停留 于 移植 原 位 占 多 数 , 能 够 向 周 围 脑 组 织 迁 移 的 
细胞 仅 少 数 。GDNF 基 因 修 饰 组 较 GFP 基因 修饰 组 存 
活 细胞 数 多 (图 1)。 
2.4 免疫 荧光 组 织 化 学 

通过 免疫 组 化 染色 可 见 ,多 数 移植 细胞 未 迁移 也 未 
分 化 (图 2) ,分 化 为 胶 质 细胞 较 少 (图 3) , 较 少 移植 细胞 
能 够 分 化 为 多 巴 胺 能 神经 ,相关 文献 也 表明 分 化 比例 为 
3%~5%( 图 4)。 


2.5 细胞 计数 

细胞 计数 处 理 ,GDNF-NSCs £H GFP (+) , nestin 
(+) THC+) 细 胞 数 , 均 明 显 多 于 GFP-NSCs £H (P< 
0.01, 表 3,4)。 


3 讨论 

大 鼠 立 体 定向 注 射 六 郑 多 巴 胺 后 建立 帕 金 森 病 模 
型 ,并 以 阿 朴 吗 啡 诱导 向 左 侧 旋转 ,产生 运动 迟缓 , 肌 强 
直 , 静 止 性 震颤 , 步 态 和 姿势 异常 , 视 为 模型 建立 成 功 。 
帕 金 森 病 的 发 病 机 制 ,神经 毒性 备 受 关注 ,我们 选择 
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图 1 荧光 显微镜 观察 移植 细胞 在 纹 状 体内 的 存活 及 迁移 
Fig.1 Fluorescence photomicrographs showing the survival 
and migration of the transplanted cells in the striatum. The 
transplanted cells showed no obvious migration from the 


transplantation site. A greater number of viable transplanted 
cells was found in the striatum in GDNF-NSCS group than in 
GFP-NSCs group (Original magnification: x200). 


GFP 


GFP-NSCSs group 


GDNF-NSCSs group 


Nestin 


图 2 Nestin 免 疫 荧 光 组 织 化 学 鉴定 移植 干细胞 在 纹 状 体内 的 定位 
Fig.2 Nestin immunofluorescence staining showing the differentiation of the transplanted cells 
in the striatum (Original magnification: x200). Almost all the mNSCs remained undifferentiated 
(nestin positive, B, E) without migration (A, D). Te nestin-positive cells were more numerous in 
GDNF-NSCs group than in GFP-NSCs group. 


6-OHDA 立体 定向 注射 损毁 DA 与 PD 发 病 机 制 具 有 较 
高 相似 性 ,Daner 等 研究 表明 GDNF 本 身 除 了 对 DA 
发 育 存 活 有 特异 保护 作用 外 ,还 对 神经 元 损毁 物质 比如 
6-OHDA,MPTP, 甲 基 葵 丙胺 等 有 一 定 抵制 作用 ,使 
GDNF 成 为 重要 目的 基因 。 以 下 简 述 多 巴 胺 能 神经 元 
i 毁 机 制 ,6-OHDA 立体 定向 注射 后 对 DA 神经 元 具有 
选择 性 损 SERI, 主要 通过 JNK/Bcl- 2/Beclin-1 信和 号 途 
径 损 伤神 经 元 ””。 帕 金森 病 主要 神经 递 质 通 路 为 黑 
> 纹 状 体 DA 通 T 多 巴 胺 能 神经 元 BUS DESESUN 
多 巴 胺 能 神经 递 质 水 平 下 调 , 引 起 双 侧 调节 不 平衡 。 受 
损 侧 则 发 生 代 偿 调 节 , 主要 是 DA 受 体 数量 增加 敏感 


性 增高 。 在 多 巴 胺 受 
受 体 数 量 增 多 ,高 敏感 造成 对 侧 ( 健 侧 ) 肢 体 产生 由 金森 


钙 状 ,运动 迟缓 , 肌 强 ] 
PEME" 


H 


Merge 


本 激动 剂 阿 朴 吗啡 作用 下 , 受 损 侧 


直 , 双 侧 运动 不 能 保持 平衡 引起 向 


阿 朴 吗啡 作为 多 巴 胺 能 受 体 激动 剂 的 一 


种 ,我 们 用 APO 诱 导 大 鼠 旋 转 作 为 PD 大 鼠 模 型 建 模 成 
o 治疗 手段 后 治疗 效果 的 一 个 行为 学 参 


HiME” 


结果 , 术 后 7 d 开 始 每 周 诱导 , 共 诱 导 6 周 ,大 


鼠 旋 转 只 Jr. 及 旋转 次 数 有 递增 趋势 ,可 能 与 神经 元 损 
民有 时 间 依 赖 有 关 。 随 时 间 推 欧 帕 金森 病症 状 有 加 重 


植 组 , 通 


趋势 。 也 说 明神 络 全 退行 性 疾病 的 不 可 逆 性 。3 个 细胞 移 


过 行为 学 观察 ,过 表达 GDNEF 基 因 组 较 其 他 两 
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qe. 
3 TH 免疫 荧光 组 织 化 学 鉴定 移植 细胞 在 纹 状 体内 的 分 化 
Fig.3 TH immunofluorescence staining showing the differentiation of the transplanted cells in 


the striatum (Original magnification: x200). Only very few cells differentiated into dopaminergic 
neurons (TH positive, B, E), which were more numerous in GDNF-NSCs group than in GFP- 


GFP-NSCSs group 


GDNF-NSCSs group 
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图 4 GFAP 免 疫 荧 光 组 织 化 学 鉴定 移植 细胞 在 纹 状 体内 的 分 化 
Fig.4 GFAP immunofluorescence staining showing the differentiation of the transplanted cells in 
the striatum (Original magnification: x 200). Some of the transplanted cells differentiated into 


glial cells (GFAP positive, B, E). The number of GFAP-positive cells was greater in GFP-NSCs 
group than in GDNF-NSCSs group. 


表 3 纹 状 体 区 脑 组 织 切 片 细胞 计数 结果 


Tab.3 Results of cell counting in the tissue sections of the striatum 


Cell count 
Group 
GFP* Nestin* GFP"/Nestin* TH* GFP"/TH* GFAP* GFP'/GFAP* 
GFP-NSCs 64-10 95x19 38+6 742 5al 607229 36+5 
GDNF-NSCs 118+8* 498+11* 51£5* 28+4* 20+3* 314x16* 57x8* 


Values are Means+SD of 5 sections from each rat. *P«0.01 vs GFP-NSCs group 
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表 4 各 组 移植 细胞 分 化 情况 


Tab.4 Percentage of differentiation of the transplanted cells 


Group Nestin* TH GFAP* 
GFP-NSCs 58.122.4 7.4+0.9 56.147.2 
GDNF-NSCs 39,131.5* 19:3E1.9* 52.6+5.4 


Values are Means+SD of 5 sections from each rat. *P«0.01 vs GFP- 
NSCs group. 


组 旋转 行为 学 有 明显 改善 ,随时 间 推 移 转圈 次 数 有 递减 
趋势 ,说 明 GDNF 基因 修饰 过 的 mNSCs 分 泌 GDNF 为 
移植 细胞 存活 并 分 化 为 多 巴 胺 能 神经 元 提供 了 良好 的 
神经 营养 微 环境 ,削弱 损毁 后 残存 于 黑 质 - 纹 状 体 局 部 
的 DA 神经 元 的 进一步 死亡 ,在 神经 元 生长 ,分 化 ,再 
生 , 突 触 形成 发 挥 重 要 作用 ”。 

神经 干细胞 表面 无 特异 性 标志 物 ,因此 主要 通过 特 
异性 神经 抗原 的 表达 来 鉴定 :比如 集 蛋 白 (nestin)、 
Musashi 转录 因子 .细胞 粘 附 分 子 等 , 它 的 表达 具有 时 
序 性 , 仅 在 胚胎 发 育 早期 神经 上 皮 细 胞 中 表达 , 即 神经 
干细胞 增殖 形成 神经 球 过 程 中 表达 , 当 分 化 为 终 未 细胞 
时 表达 停止 。 因 此 我 们 选择 nestin 作为 标志 来 鉴定 神 
经 干细胞 所 。 多 巴 胺 能 神经 元 有 多 个 表面 标记 , 比如 塞 
泡 单 胺 转运 体 (VMAT2) 多巴胺 转运 体 (DAT) , TH, 
Lmxla 和 Pitx3 等 ,我们 选用 TH 作为 多 巴 胺 能 神经 元 
的 表面 标记 思 。 免 疫 光 组 织 化 学 结果 表明 大 多 数 移植 
的 mNSCs ,不 发 生 迁 移 。 推 测 mNSCs 驻 留 于 移植 原 位 
可 能 与 PD 大 鼠 纹 状 体 局 部 分 泌 的 细胞 因子 有 关 。 此 
外 ,本 研究 还 发 现 : 大 量 梨 蛋白 免疫 反应 (+)GFP(-) 细 胞 
细胞 移植 部 位 ,周围 可 以 见 到 ,我 们 推测 内 源 性 NSCs 的 
可 能 性 大 ,可 能 由 纹 状 体 或 室 管 膜 下 区 迁移 而 来 , 受 纹 
状 体 局 部 以 及 移植 细胞 分 泌 的 细胞 因子 诱导 。 
GDNF-NSCs 移 植 组 Nestin(+) 细 胞 数 较 GFP-NSCs 移 
植 组 多 ,说 明 GDNF 能 够 保证 移植 后 的 干细胞 大 部 分 存 
活 , 另 外 Nestin 与 TH 特异 细胞 表面 标记 染色 结果 对 比 
显示 , 仅 有 少量 神经 干细胞 能 够 分 化 为 多 巴 胶 能 神经 
元 ,但 是 令 人 感到 欣慰 的 是 ,以 GDNF 过 表达 组 多 巴 胺 
能 神经 元 数量 较 其 他 两 组 明显 。Du 等 ”用 过 表达 
GDNF 的 神经 干细胞 移植 到 猴 的 纹 状 体 发 现 DA 神 经 
元 重建 ,修复 ,分 化 均 比 单纯 神经 干细胞 移植 明显 ,我 们 
的 大 鼠 实验 也 证 实 了 这 个 结论 。 在 GDNEF 过 表达 组 ， 
GFAP(+) 细 胞 数 较 GFP 组 少 , GFAP 是 星 形 胶 质 细胞 特 
异 的 细胞 表面 标记 ,也 是 神经 胶 质 疾 痕 的 重要 组 成 部 
分 ,Fitch 等 人 发 现在 蜂 齿 动物 中 枢 神 经 系统 损伤 实验 
中 ,Nogo-A ,GFAP 等 表达 量 增加 ,抑制 了 神经 元 轴 突 
再 生 。 也 说 明 GDNEF 具 有 抑制 胶 质 疤痕 形成 ,从 而 修复 
损伤 ,促进 再 生 的 作用 。 胶 质 细胞 本 身 是 一 把 双 刃 剑 ， 


不 活化 的 胶 质 细胞 可 以 分 泌 大 量 神经 生长 因子 ,激活 的 
小 胶 质 细胞 在 神经 退化 类 疾病 的 发 病 机 理 中 起 到 十 分 
重要 的 作用 ,如 帕 金 森 病 ,多 发 性 硬化 和 阿 效 海 默 证 
等 。 他 们 是 促 炎 因子 和 氧化 应 激 的 重要 来 源 ,如 肿瘤 坏 
JEKT (TNF) ,一 氧化 所 ,白介素 等 有 神经 毒性 的 物质 ， 
以 加 重 神经 损毁 ,相关 研究 表明 可 能 与 MAPK JNK、 
PI3K 信和 号 通路 调节 有 关 ,最 后 启动 炎症 相关 基因 
NF-KB HJR FA”, GDNF 可 以 通过 MAPK 信 号 通 
路 ,降低 缺 氧 损伤 后 水 通道 蛋白 AQP4 的 表达 ,从 而 抑 
制 细 胞 水 肿 ,改善 细胞 活力 ,减少 细胞 死亡 。GDNF 还 
可 以 通过 跨 膜 受 体 RET 激 活 细胞 内 PI3K 信 号 通路 , 调 
节 多 巴 胺 能 神经 元 存活 分 化 。 说 明 在 神经 退行 性 疾病 
发 生发 展 机 制 中 ,调节 炎症 信号 的 级 联 放大 效应 ， 
GDNF 发 挥 重要 保护 作用 。 
综 上 ,本 动物 实验 研究 结果 显示 :GFP-mNSCs 移 
植 治疗 PD 大 鼠 模型 效果 明显 ,可 明显 改善 运动 障碍 ; 
GDNF-NSCs 组 与 GFP-mNSCs 组 ,对照 组 相 比 ,有 相对 
多 的 mNSCs 存活 并 分 化 为 DA 神经 元 ;大 多 数 移植 
mNSCs 停 留 于 移植 原 位 ,迁移 很 少 ;内 源 性 NSCs 向 周 
围 ,移植 区 附近 迁移 ,可 能 与 移植 的 神经 干细胞 分 泌 一 
些 相关 细胞 因子 诱导 有 关 , 其 机 制 还 不 清楚 ,有 待 研 
究 。mNSCs 移 植 治疗 PD 大 鼠 能 够 存活 ,也 能 够 向 多 巴 
胺 能 神经 元 分 化 *Y。GDNF-NSCs 组 与 GFP-NSCs 组 
两 组 比较 后 ,经 过 神经 营养 因子 修饰 后 的 神经 干细胞 在 
存活 和 分 化 数量 上 都 比 没 有 神经 营养 因子 修饰 过 的 干 
细胞 多 。 说 明 局 部 微 环境 的 重要 性 ,GDNF 是 微 环境 中 
的 重要 成 员 , 发挥 作 用 如 前 所 述 。 
神经 干细胞 移植 微 环境 单 靠 GDNF 改善 远 远 不 
够 ,还 有 其 他 基因 诸如 TH、Nurrl1.VHL 基 因 等 。 神 经 干 
细胞 移植 受 移植 微 环境 ,以 及 移植 靶 点 周围 胶 质 细胞 介 
导 的 炎症 反应 ,血管 微 环境 变化 ,细胞 本 身 存活 再 生 能 
力 , 生 长 促进 因子 不 足 ,生长 抑制 因子 、 炎 症 凋 亡 因子 产 
生 级 联 放 大 效应 ,使 神经 干细胞 难以 突破 重重 障碍 而 远 
期 存活 ”"。 男 外 神经 十 细胞 虽然 具有 极 强 分 化 潜能 ,但 
是 向 多 巴 胺 能 神经 元 分 化 极 少 。 这 使 得 干细胞 移植 面 
临 巨大 挑战 ,还 有 很 长 的 路 要 走 。 
近年 来 ,通过 特异 的 神经 元 移植 治疗 神经 系统 退 
行 性 病变 如 PD 病 一 直 是 国际 研究 热点 。 就 联合 细胞 移 
植 治疗 来 说 ,基因 表达 不 稳定 以 及 成 瘤 性 ,致癌 问题 尚 
不 明确 ;移植 后 细胞 在 体内 存活 分 化 整合 及 排斥 问题 
影响 移植 细胞 长 期 存活 的 因素 还 有 很 多 ,比如 胶 质 细胞 
微 环 境 ,移植 细 胞 受 定 植 部 位 胶 质 闻 痕 影响 分 化 生长 受 
限 炎 症 介质 ;相关 级 联 放大 效应 等 机 制 尚 有 竺 发现 ,多 
巴 胺 能 神经 元 分 化 机 制 不 明 , 干 细胞 分 化 受 多 基因 影 
响 ,分 化 程度 不 一 ,很 难 达 到 理想 分 化 为 状态 ;另外 移植 
物 抗 宿主 或 是 宿主 抗 移植 物 ,以 及 移植 后 细胞 骨 解 坏死 
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所 诱发 正常 组 织 细胞 产生 死亡 基因 ,影响 正常 组 织 细胞 
的 存活 。 随 着 研究 的 深入 ,分 子 生物 学 的 不 断 发 展 , 相 
信和 在 不 远 的 将 来 ,这 些 难 题 会 迎刃而解 ,将 会 为 PD 的 治 
疗 提 供 一 个 全 新 的 途径 ,给 患者 及 家 庭 市 来 福音 。 
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